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SUMMARY 
We studied membrane bound dopamine-p-hydroxylase (DBH) from chromaffin granules, in order to 
determine whether a biological form of immobilization of the enzyme altered its kinetic properties. The 
results obtained suggested that DBH either in soluble or solubilized form showed a ping-pong mechanism 
whereas the membrane bound DBH did not. Affinity for the substrate and the pH stability were lower in 
soluble or solubilized form than in membrane bound DBH. 
1. Introduction 
La dopamine$hydroxylase (-3,4 dihydroxy- 
phinylCthylamine, ascorbate: O2 oxydorCductase 
@-hydroxylation) EC 1.14.17.1.) (DBH) catalyse la 
derniere Ctape de la synthkse de la noradrknaline par 
hydroxylation de la dopamine [ 1 ] . L’enzyme est 
1ocalisCe au niveau des granules chromaffines des 
cellules de la m6dullo-surr6nale [z] , des terminaisons 
synaptiques pCriphCriques [3] et des terminaisons 
des neurones noradrenergiques centraux [4]. Dans ces 
organelles de stockage la DBH peut Ctre soit soluble 
dans le liquide matriciel, soit like aux membranes. 
Les granules chromaffines de bovidCs contiennent 
respectivement 60% d’enzyme soluble et 40% d’enzyme 
1iCe aux membranes. En ce qui concerne les v&icules 
synaptiques ce pourcentage est plus difficile g 
Ctablir [3]. 
Les Ctudes reaIisCes jusqu’$ prCsent sur les m&a- 
nismes de cette rCaction d’hydroxylation de la tyra- 
mine (la dopamine est peu employCe comme substrat 
car elle s’oxyde tr&s rapidement) par la DBH ont CtC 
effectuees avec l’enzyme de la fraction soluble des 
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granules chromaffines [5,6] et aussi avec I’enzyme 
soluble prCsente dans le serum [7]. Un mecanisme 
ping-pong ti &.5 dCmontr6 pour ces enzymes solubles, 
ainsi qu’une Ctroite dCpendance de 1’activitC g 1’6gard 
du pH [8,9]. 
Par contre I’enzyme dite membranaire n’a pas CtC 
CtudiCe jusqu’g prCsent et son Ctude peut contribuer 
g une meilleure comprChension du mCcanisme de 
synthkse de la noradrinaline et de I’adrCnaline. 
2. Materiel et m&hodes 
L’obtention des granules chromaffines a CtC realisCe 
selon la mithode pr&Gdemment d&rite [6]. Dans les 
granules chromaffines deux parties peuvent ftre 
distingdes, la partie soluble (matrice) et la partie 
insoluble (membranes), sCparables apr& lyse hypo- 
smotique des granules et centrifugation $ 100 000 X g. 
A partir de la fraction soluble, la DBH soluble est 
purifiCe par la mbthode utilisant de la Concanavaline 
A coupICe au Sepharose (Pharmacia) [ lo] . La fraction 
membranaire brute est la source de l’enzyme mem- 
branaire. Pour obtenir la DBH solubilisge, on traite 
l’enzyme membranaire avec du Triton 0.1% v/v; apr& 
centrifugation g 100 000 X,g pendant une heure la 
DBH solubilisCe se retrouve dans le surnageant. 
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L’activitC DBH est determinee suivant la technique 
spectrophotometrique de Pisano et ~011. [ 1 l] , avec la 
tyramine (Sigma) comme substrat. 
Pour les etudes sur l’action du pH, un tampon 
acetate 0.5 M et un tampon phosphate 0.2 M ont BtC 
utilids. Pour chaque experience le pH du melange 
reactionnel a BtC controle. 
Les constantes de Michaelis (Km) et les vitesses 
maximales (v) ont BtC dtterminees selon Line- 
weaver-Burk [ 121, avec le programme Wilkinson [ 131 
sur une Olivetti P-602. 
3. Resultats 
3.1. Effects du pH 
La DBH membranaire presente un Km pour la ___.___.____..__.. ./‘._.. . . . . . . ~‘~~“..‘.... 
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F?g.l. Effet du pH sur la Km de la dopamine$-hydroxylase Fig.2. Icffet du pH sur la vitesse maximal (k’) et (B) effet du 
membranaire des granules chromaffines, avec la tyramine 
comme substrat variable. La determination a ete realisee en 
pH sur la vitesse initial a non saturation en tyramine (V,, i 
0.5 mM en tyramine). Le tampon acetate a une concentration 
0.5 M de tampon acetate (cercles noirs) et 0.2 M de tampon de 0.5 M (triangles et carreaux noirs), le tampon phosphate 
phosphate (cercles blancs). 0.2 M (triangles et carreaux blancs). 
tyramine dependante du pH (fig. l), V (fig.2B) et la 
vitesse a non saturation (fig.2A) sont aussi dependan- 
tes du pH. La theorie des pH developpee par Dixon 
[ 141 nous a permis determiner les valeurs des pKa et 
pKb des groupes ionisables au niveau du site actif 
(Tableau 1). La gamme de pH utilisee permet peut- 
dtre de negliger les effects du pH sur I’ionisation des 
substrats ascorbate et tyramine. Le changement de 
pente des tangentes qui encadrent les courbes de pH 
nous indique non seulment les pK des groupes 
ionisables, mais aussi le nombre de ces groupements. 
I1 y a pourtant un seul groupe ionisable pour chaque 
pK, car la pente varie d’une seule unite a la fois. 
A 
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0. 
Tableau 1 
Valeurs de pK obtenues de la representation de pKm, log de Vet log de V, 
en fonction du pH 
Courbe pK de l’enzyme libre 
Is. solublea E. membranaire 
5.4 
PKm 6.2 
5.2 
6.5 
pK du complexe enzyme-substrat 
E. solublea E. membranaire 
6.6 7.2 
log v 6.6 7.3 
log v. 4.75 7.3 
6.6 
ade la reference [ 8 J 
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3.2. Dttermination du mtcanisme enzymatique de la 
rkaction et des K, vrais ‘Eva 
La determination du mecanisme enzymatique de 
la DBH membranaire et de la DBH solubilisee au Triton 
0.1% a CtC realisee par la methode cinetique de Cleland 
[ 151. Les resultats obtenues pour I’enzyme membranaire 
sont represent& dans la fig.3. Cette enzyme contraire- 
ment a I’enzyme soluble et a I’enzyme solubilisee au 
Triton, presente un mecanisme qui n’est pas du type 
ping-pong, mais nous ne pouvons pas preciser si ce 
mecanisme est du type ordonne, ou bien au hazard. A 
partir des V, apparentes pour la tyramine et pour 
I’ascorbate obtenues a partir des don&es representees 
dans la fig.3 nous avons obtenu les Km vraies, K, et K,, 
pour I’ascorbate et pour la tyramine (fig.4) qui sont 
resumees dans le tableau 2. 
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Fig.3. Representation selon Lineweaver-Burk de l’activitk de la 
dopamine-@-hydroxylase membranaire. (A) Etude de la vitesse 
initial avcc tyraminc comme substrat variable, a des concentra- 
tions d’ascorbate de (o - q ) 0.5 mM, (o - o) 0.75 mM, (a - 11) 
1 mM, (L - n ) 10 mM. (B) Etude de la vitesse initial avec 
l’ascorbate commc substrat variable, ri des concentrations de 
tyramine de (0 - 0) 0.25 mM, (o - o) 0.5 mM, (a - a) 1 mM 
(= - n ) 10 mM. 
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Fig.4. D&termination des constantes de Michaelis vraies de 
la dopamine-p-hydroxylase membranaire pour la tyramine et 
pour l’ascorbate. Les inverses des vitesses maximales d’un 
substrat (l/V,, ascorbate; l/Vt, tyramine) obtenues de la 
fig.3 ont eti! reprkscntees en fonction de I’inverse de concen- 
tration pour I’autre substrat. 
4. Discussion 
Le but de cette etude Ctait de determiner si les 
proprietes d’une enzyme immobilisee dans les mem- 
branes des granules chromaffines sont les memes que 
celles de I’enzyme soluble ou de I’enzyme rendue 
soluble par le Triton 0.1%. 
Les groupements ionisables presents au niveau du 
site actif de l’enzyme libre, avec des pKa de 5.2 et de 
6.5 sont t&s proches des pKa pour l’enzyme soluble 
[8] ; il est possible qu’ils appartiennent a un groupe- 
ment carboxylique et a un noyau imidazole, comme 
cela demontre pour l’enzyme soluble [6,9]. Cependant 
le groupement implique surtout dans le processus 
meme de l’hydroxylation (courbe lg (v) = f (pH), 
presente un pKb tres different, 7.3 alors que celui 
mesure pour l’enzyme soluble est de 6.6. L’enzyme 
membranaire a pH 7.0 presente une activite qui est la 
moitie de celle a pH 5.0; dans le cas de I’enzyme soluble 
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Tableau 2 
Constantes de Michaelis vraies, et mecanisme d’action de la dopamine-fl- 
hydroxylase des granules chromaffines 
Enzyme solublea Enzyme solubilisde Enzyme membranaire 
Kt 2mM 1 mM 0.29 mM 
Ka 1 mM 2.6 mM 0.66 mM 
Mdcanisme de 
ping-pong ping-pong non ping-pong 
la reaction 
aValeurs de la rkfkence [6] 
Toutes les valeurs de Km ont CtC determinees au meme pH (pH 5.0). 
cette activite est dix fois moindre [8], d’ou l’interet de 
l’enzyme membranaire dans des conditions de pH 
physiologiques. 
Les etudes cinetiques effect&es sur la dopamine-/3- 
hydroxylase membranaire ont montre que cette enzyme 
ne presente pas un mecanisme ping-pong contrairement 
a l’enzyme soluble et a l’enzyme solubilisee au Triton 
0.1%. La dopamine$-hydroxylase membranaire pouvait 
alors presenter un mecanisme similaire a celui d’autres 
hydroxylases membranaires [ 161. I1 faut souligner a 
ce propos que dans la membrane des granules chro- 
maffines il existe une micro-chaine de transport Clectro- 
nique [ 17,181, mais pour l’instant not experiences de 
substitution de l’acide ascorbique par un autre cofacteur 
tel que NADH ou NADPH, employees dans d’autres 
reactions d’hydroxylation microsomales, ont BtC infruc- 
tueuses. 
Du point de vue physiologique le fait que l’affinite 
pour la tyramine et pour I’ascorbate soit nettement 
superieure dans le cas de I’enzyme membranaire par 
rapport a l’enzyme soluble ou a l’enzyme solubilisee 
au Triton, indique que cette enzyme jouerait un role 
plus important du point de vue physiologique que 
celui de l’enzyme soluble dans la synthese de la 
noradrenaline et de l’adrenaline. 
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